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論文内容の要旨
【目　的】
p53遺伝子はその多彩な生理機能が次々と明らかになっており、なかでも、アポトーシス誘導に
関する作用は重要である。また、転写因子E2F－1は、細胞周期をS期へと進める機能が知られて
いるが、近年、E2F－1を過剰発現することで癌細胞にアポトーシスが誘導されることが報告され
た。さらに、p53あるいはE2P・1の過剰発現によるアポトーシスの誘導は、その機序が異なると
報告され、その併用により、強いアポトーシスを誘導する可能性がある。また、最近、p53レベル
を調節する分子のなかで、ARFすなわち癌抑制遺伝子p19ARF（ヒトのホモログはpliARF）が注目
されている。ARFはp16INK4aのエクソン1αとは違うエクソン1βを有するため、p16とは異なっ
たリーディングフレーム（alternativereadingframe）を持ち、ARFと呼ばれている。E2F－1が
転写レベルでARFを活性化すること、ARFがp53蛋白質を分解するMDM2に結合し、その分
解を誘導して結果的にp53の安定化をもたらすことが報告され、こうしたE2F－1とp53の間接的
な相互作用が、それらの併用導入によるアポトーシス誘導と関わる可能性が示唆される。以上より、
E2F－1とp53遺伝子発現アデノウイルスベクター（以下、Ad，E2F－1およびAd－p53）の併用によ
る効率的な食道癌のアポトーシス誘導の可能性とそのメカニズムについて検討した。
監方法と結果】
p53遺伝子に変異を持つ食道癌細胞株T．Tnおよびp53遺伝子正常殊TE8を用いて、E2F－1の
過剰発現によるARFやMDM2発現への効果を検討すると、蛋白質の発現レベルでは、T．Tnにお
いて、Ad－E2F－1の感染24時間後に、MOI依存性のARF発現の増強を認め、それに対応して
MDM2蛋白質の発現は低下した。また、RT－PCRでAd－E2F－1100MOIの感染12時間後にT．Tn
およびTE8ともARFmRNAの発現が増強し、転写レベルでも増強することが明らかとなった。
つぎに、ARF発現プラスミドでT．Tnをtransientにtransfectionすると、MDM2蛋白質の発
現が低下し、またstabletransfectantを作製し検討すると、T．TnおよびTE8とも、親株に比較
してp53蛋白質の発現が増強した。以上の結果より、T．TnとTE8において、E2F－1－ARF－
MDM2－p53pathwayが機能している可能性が示唆された。
次に、T．TnおよびTE8は、Ad－E2F－1とAd－p53ともに単独でMOI依存性の細胞増殖抑制が
認められた。そこで、Suboptim云ldoseのAd－E2F－1とAd－p53を併用して効率的な抗腫瘍効果が
誘導可能かどうか検討した。T．Tnにおいて、Ad－p53を10MOI感染24時間後にAd－E2F－1
20MOIでSequentialに感染すると、Ad－E2F－1を先行させる場合と比較し、有意に強い細胞増殖
抑制が認められた。また、T．Tnに認められたこの細胞増殖抑制を形態学的に観察すると、Ad－
－36－
E2F－1とAd－p53を同時に併用するか、または、Ad－E2F－1を先に感染させ24時間後にAd－p53で
感染させると細胞死は認められなかったが、逆にAd－p53を先行させると感染72時間後に細胞死
を認め、また、ノそのヘキスト染色ではアポトーシスの誘導が観察された。さらに、TE8において
Flowcytometryで解析すると、同様なAd－p53を先行させる併用感染で、Sub－GIpopulationの
著明な増加を認め、強いアポトーシスの誘導が確認できた。
この併用効果のメカニズムを検討するために、ウエスタン法で解析した。T，TnにAd－p53
50MOIを先に感染させ24時間後にAd－E2F－150MO王をsequentialに感染させると、Ad－p53
50MOIを単独に感染させた場合と比校し、Ad－p53の感染で誘導されるMDM2蛋白質の発現は著
明に低下し、同時にp53蛋白質の発現は著明に増強した。さらに、TE8において、Ad－p53
50MO王を先に感染させて、24時間後にAd－E2F－1を5、10そして50MO王と漸増させて感染させ
ると、Ad－E2ぎ一150MO王の併用でARF蛋白質の発現が増強し、同時にAd－p53感染で誘導され
るMDM2蛋白質の発現は低下した。
拍察と結論ヨ
以上のことから、外来性E2F－1蛋白質の過剰発現によりE2F－1－ARF－MDM2－p53pathwayを
介して、内因性だけでなく外来性のp53蛋白質が安定化し、この結果、細胞がアポトーシスに感
受性がより高くなるものと考えられ、将来的にはE2F－1とp53遺伝子発現アデノウイルスベクター
を併用した食道癌の遺伝子治療の臨床応用も可能と思われる。
論文審査の結果の要旨
痕抑制遺伝子p53あるいは転写因子E2F－1が過剰発現するとアポトーシスが誘導されるが、そ
の機序は異なっている。人為的にp53とE2ぎー1を過剰発現させることにより効率的なアポトーシ
ス誘専がおこり、癌の遺伝子治療の道が拓けると考えられる。著者は、adenovirus vector（Ad－
p53とAd－E2ぎーD　を用いて、p53とE2ぎー1遺伝子併用導入による食道癌細胞のアポトーシス誘導
とその機序を、p53に変異があるT．Tn細胞株とp53正常殊TE8で検討している。
その結果、両細胞殊において、Ad－p53とAd－E2ぎー1を単独導入すると細胞増殖が抑制されたが、
T．Tnでは、Ad－p53を先行導入し24時間後にAd－E2F－1を後導入する実験系では、この逆の実験
系に比披して、有意に細胞増殖が抑制され、その細胞死がアポトーシスによっていることが確認さ
れた。Ad－p53とAd－E2F－1の同時導入と、Ad－E2F－1先行Ad－p53後導入の併用実験ではアポトー
シスはみられなかった。一方、TEf＝こおいても、Ad－p53を先行させる併用導入でアポトーシスが
おこることが概察された。
この機序を解明するために、蛋白質レベルでMDM2（p53蛋白不活化に関連）とARF（p14）
（MDM2に結合しp53蛋白を安定化に関連）の発現を調べると、T．Tnにおいて、Ad－E2F－1導入
24時間後にARF発現増強とMDM2発現低下、TE8でも12時間後にARFmRNAの発現増強、ま
た、ARF発現プラスミドを導入するとMDM2蛋白発現の低下がおこりp53蛋白発現が増強する
ことなどがわかった。
本研究は、p53とE2F－1の遺伝子導入を併用により効率的なアポトーシスが誘導されること、
そのメカニズムにE2ぎー1－ARF－MDM2－p53経路が関与していることを示唆したもので、博士（医
学）投与に債するものと．認める。
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